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RESUMEN

Las bacterias del género clostridium se caracterizan por su alta patogenicidad, efectos
indeseados y nocivos producidos por las toxinas que liberan, los mismos se han utilizado
para beneficio de la medicina, como el empleo de toxina botulínica para parálisis de líneas
de expresión facial, y en la industria en procesos fermentativos entre otros. Este estudio
hace parte de la secuencia de investigaciones realizadas por Diego Ortiz Investigador Master
Asistente en CORPOICA y su equipo en el área de salud animal, en donde en el laboratorio
de bacterias anaerobias se realizan aislamientos bacterianos a partir de muestras de suelo
de distintas regiones de Colombia, en las cuales han habido casos de muerte súbita del
ganado bovino; aquí se escogieron quince de esos aislamientos, se sembraron de forma
masiva en agar sangre y se siguió el modelo de antibiograma, se ubicaron 3 discos
impregnados con toxina, dos discos con PBS (fosfato buffer salino) estéril como control
negativo y un sensidisco de enrofloxacina 5 microgramos (ENR 5mcg) como control positivo,
todo ello se realizo por duplicado, se incubo en optimas condiciones es decir a 37oC por 48
horas, en campanas de anaerobiosis y con un sobre catalizador que consume el O2 del
contenido de la campana y en cámara húmeda para evitar la deshidratación de la placa;
luego se destaparon las cajas de petri en una cabina de flujo laminar y se realizaron las
lecturas de los halos de inhibición de crecimiento bacteriano y de alfa o beta hemólisis en
dónde se formaron.
Palabras clave: Clostridium, halo, hemólisis, inhibición, toxina.

v

ABSTRACT
Clostridium bacteria are characterized by a highly pathogenic and harmful side effects
caused by the toxins they release, they have been used for the benefit of medicine, such as
the use of botulinum toxin for paralysis of facial expression lines, and industry and other
fermentation processes. This study is part of the sequence of investigations conducted by
Diego Ortiz CORPOICA Research Assistant Master and his team in the animal health área,
where in the laboratory of anaerobic bacteria isolates are made from soil samples from
different regions Colombia, where there have been cases of sudden death in cattle, and here
were chosen fifteen of these isolates were grown massively in blood agar and followed the
pattern of susceptibility, ranked 3 discs impregnated with toxin, two discs PBS (phosphate
buffered saline) as negative control sterile and 5 micrograms sensidisc enrofloxacin (ENR
5mcg) as a positive control, all this was done in duplicate, was incubated in optimal
conditions ie at 37 ° C for 48 hours in anaerobiosi s and bells with a catalyst on the O2
consumption of the content of the hood and in a moist chamber to avoid dehydration of the
plate, then uncovered the petri dishes in a laminar flow cabinet and readings were halos of
growth inhibition bacterial and alpha or beta hemolysis where they formed.

Key words: Clostridium, halo, hemolysis, inhibition toxin.
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INTRODUCCIÓN

El presente trabajo trata sobre el grado de inhibición de crecimiento bacteriano observado
entre bacterias del género Clostridium por medio de sus respectivas toxinas; se tomó el
modelo de antibiograma y con el mismo se enfrentó cultivo bacteriano contra toxinas
clostridiales, la técnica de siembra fue masiva, a cada bacteria se le colocaron discos de
papel filtro impregnados con toxina obtenida del sobrenadante posterior al centrifugado de
las mismas crecidas en medio enriquecido caldo BHI (infusión cerebro corazón).
Se conoce sobre os efectos paralíticos, necróticos, letales y hemolíticos que generan estas
toxinas, estos últimos también se evaluaron en el estudio, pero poco se conoce sobre su
efecto directo contra el crecimiento bacteriano, resulta interesante que inhiba a los de su
mismo género, es decir que tenga acción antibiótica.
Los clostridios son bacterias anaerobias, por lo que todas las enfermedades clostridiales
necesitan de un factor desencadenante que produzca las condiciones adecuadas de baja
tensión de oxígeno en los tejidos, para así los clostridios poder activarse, reproducirse en
cantidad suficiente y desencadenar la enfermedad. Otra característica importante es que el
agente por sí mismo no es el causante de los daños ni de la muerte del animal, sino que son
sus diferentes tipos de toxinas las responsables de los síntomas clínicos, los cambios
anatomopatológicos observables a la necropsia, cambios bioquímicos detectables en los
fluidos corporales y finalmente la muerte del animal. Las clostridiosis son de curso rápido y
ocurren generalmente en forma de brotes, aunque bajo ciertas condiciones pueden producir
también, muertes en forma de goteo. Los brotes una vez iniciados son prácticamente
imposibles de detener, por lo que el enfoque sanitario de estas enfermedades debe apuntar
siempre a la prevención de las mismas. La escasa difusión de información sobre las
enfermedades clostridiales ha llevado a que frecuentemente se confundan los signos de una
enfermedad clostridial con otra, a no interpretar correctamente los procesos que están
involucrados en el desarrollo de las mismas y finalmente llegarse a diagnósticos erróneos
(Robles, 1998).
Las toxinas son productos del metabolismo bacteriano, estas se excretan al exterior de la
bacteria y afectan gravemente los tejidos del hospedador. Las exotoxinas que producen los
clostridios se caracterizan por ser proteínas termolábiles con poderoso efecto patógeno,
actuando sobre tejidos específicos, generalmente son buenos antígenos y son neutralizados
por anticuerpos. Existen dos tipos de toxinas las que actúan a distancia de donde fueron
producidas, como ocurre con el tétano y el botulismo, y las que actúan en el mismo sitio en
donde se forman (resto de los clostridios). Los clostridios producen diferentes tipos de
toxinas; alfa, beta, gamma, épsilon, iota, delta, kappa, zeta y muchas otras más, su acción
patógena se explica porque alteran la permeabilidad de las membranas celulares, dañan las
paredes endoteliales de los vasos, causan hemólisis, destruyen leucocitos y plaquetas,
dañan los capilares, produciendo necrosis de los tejidos (Puente, 2009).
Los Clostridium son organismos que se observan solos, en parejas o a lo máximo en
cadenas cortas. Son móviles por flagelos peritrícos, con la excepción de C. perfringes.
Algunas especies producen cápsula y forman esporas de aspectos esféricos u ovalados,
situados en el centro del bacilo o en un extremo subterminal y resistentes al calor. A pesar
de ser bacterias anaerobias obligadas, no todos tienen la misma sensibilidad al oxigeno. C.
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tetani, por ejemplo, requiere total anaerobiosis y C. perfringes tiende a ser menos exigente.
Crecen a temperatura de 37 °C y a un pH entre 7 y 7 ,4, de modo que son fácilmente
inactivadas a pH ácido o básico, como el ácido estomacal, el de limpiadores y desinfectantes
como el cloro e incluso el pH de ácidos orgánicos encontrados en el zumo de limón, por
ejemplo. Son fermentadoras de azúcares, aspecto que resulta de utilidad en la diferenciación
de las especies. Poseen antígenos somáticos y flagelares que permiten dividirlas en tipos y
subtipos. Producen exotoxinas de efecto necrosante, hemolíticos y potencialmente letales.
Las toxinas son nombradas con letras, así por ejemplo, la toxina necrosante es nombrada
con la letra C y la enteritis en animales es causada por las toxinas B, D y E. (Ryan, 2004).
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2.1

OBJETIVOS

GENERAL

Comprobar el efecto de inhibición de crecimiento bacteriano, luego de enfrentar quince
bacterias clostridiales con las toxinas producidas por las mismas, de este modo observar las
interacciones que allí se producen: hemólisis alfa o beta, y el no crecimiento bacteriano; los
dos con presencia de un halo en el sitio donde actuó el disco, finalmente para ser medido y
de esta manera obtener el nivel de sensibilidad de cada cepa contra las toxinas del mismo
género.

2.2

Específicos
•
•
•

Seleccionar los aislamientos bacterianos a enfrentar con las toxinas correspondientes
dentro del banco existente en CORPOICA – CEISA.
Elegir el papel filtro adecuado en cuanto a diámetro y calibre, así como los controles
positivos y negativos.
Optar por una distribución uniforme de los discos dentro de la caja de petri, para
aprovechar al máximo su capacidad.
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MARCO TEORICO

Las bacterias se obtenían a partir de muestras de suelos de distintas regiones, debido a la
problemática de muerte súbita presente en el ganado bovino de nuestro país.
Aunque algunos autores sólo asocian a los casos de muerte súbita (también llamado
“síndrome de la caída del ganado”) con la presencia de plantas tóxicas, al revisar textos
básicos sobre enfermedades del ganado, es factible relacionar un amplio listado de agentes
etiológicos que podrían estar implicados con sintomatología clínica asociada a la caída del
ganado; principalmente aquellos que se relacionan con la producción de un cuadro
neuroparalítico en los animales. Dentro de estos se destacan los siguientes: rabia bovina,
botulismo, carbón bacteridiano (ántrax o carbunco), carbón sintomático, plantas tóxicas,
fiebre de garrapatas, intoxicación por nitratos y nitritos o glucósidos cianogenéticos,
deficiencia de tiamina, deficiencia de minerales, lesiones neurológicas asociadas a virus
(particularmente herpesvirus) y aún las mordeduras de culebra (Benavides, 2004)
El género Clostridium está formado por más de cien especies con limitada relación genética
y propiedades bioquímicas diversas. Comprende a bacilos grampositivos, anaerobios,
esporulados. Son ubicuos pudiendo ser encontrados en el suelo y aguas residuales así como
también en la flora intestinal de hombres y animales. En su mayoría son saprofitos, pero los
patógenos pueden causar graves enfermedades como gangrena gaseosa, botulismo,
tétanos, infecciones de piel y partes blandas, colitis asociada a antibióticos e intoxicaciones
alimentarias. La capacidad para provocar enfermedad está vinculada a la posibilidad de
sobrevivir en condiciones ambientales adversas mediante la formación de esporas, crecer
rápidamente y producir toxinas histolíticas, enterotoxinas y neurotoxinas. (Murray, 1995)

3.1

BACTERIAS A ENFRENTAR

1. Clostridium sordellii: Neumonía, endocarditis, artritis, peritonitis. mionecrosis,
bacteremia y sepsis. Síndrome de shock toxico severo asociado a infecciones
ginecológicas femeninas (humanos) y del muñón umbilical en neonatos. (Linzitto,
2006)
2. Clostridium butiricum: Responsable de la proteólisis de los ensilados, Cuando se
produce crecimiento de clostridios (Clostridium butiricum) en las primeras fases de
un silo aparece ácido butírico que le provee un olor desagradable que limita la
apetencia de los animales durante la ingesta del silo. Esto se ve favorecido cuando
existe un lento descenso en el pH, lo que favorece el crecimiento de los clostridios.
Cuando el ensilado no alcanza valores bajos de pH, los clostridios pueden proliferar
aún en los estados más avanzados llegando a dominar la flora microbiana en silos de
baja calidad, responsable de enterocolitis de los animales. (Carrillo, 2003).
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3. Clostridium botulinum: La neurotoxina de C. botulinum es una proteína de 150.000
daltons con una subunidad A (cadena ligera o A) con actividad neurotóxica y una
subunidad B (cadena pesada o B) que protege a la neurotoxina de la acción de los
ácidos gástricos. La toxina es ingerida junto con los alimentos, son absorbidas a nivel
duodenal y actúan a nivel de las vesículas sinápticas colinérgicas impidiendo la
liberación de acetilcolina. Como resultado de esta acción el paciente desarrolla
parálisis flácida, pudiendo morir por parálisis respiratoria. (Corlett, 2002).
4. Clostridium limosum: Las bacteriemias por gérmenes del género Clostridium no son
comunes y cuando se presentan, se asocian con procesos neoplásicos,
especialmente de colon. Las infecciones por C. limosum son aún más raras; en la
literatura sólo se ha informado en cuatro casos (tres humanos y un animal).
(Camacho, 2002).

5. Clostridium bifermentans: genera sulfuro de hidrógeno, gangrena en los animales.
(Mossel et al, 2003).
6. Clostridium hastiforme: Asociado a periodontitis, hace parte de la flora de serpientes.
(Guilarte, 2001).

7. Clostridium tertium: ha sido tradicionalmente considerado como no patógeno. El
organismo se ha aislado, junto con agentes patógenos tales como C. perfringens, C.
septicum y C. sordellii de heridas de guerra y en casos de gangrena. La patogénesis
de la infección por C. tertium no se conoce bien, ya que el organismo no produce
exotoxinas. No existen evidencias para correlacionar la sensibilidad de oxígeno con
producción de enzimas bacterianas y la patogenicidad de clostridios aerotolerantes.
La creciente aceptación de este organismo como patógeno humano dará lugar a una
mejor delimitación y comprensión de su potencial patogénico (Pallab, 2003).
8. Clostridium glicolicum: No reporta patogenicidad, según Hernández (2001). Diez
(33%) cepas de las 30 muestras fueron identificadas como C. tetani toxigénicos.
Otras especies de clostridios que exhibieron una película de “swarming” similar fueron
C. putrificum y C. glicolicum. Además se aislaron cepas de C. sporogenes, C. fallax,
C. haemolyticum y C. beijerinkii. A partir de muestras que aisló de suelo en la ciudad
de Puntarenas, Costa Rica.

3.2 Características y definición de agar
Con su olor característico, es fácil distinguir agar de los otros materiales se encuentran
comúnmente en el laboratorio. Químicamente, el agar es un polímero compuesto por
subunidades de la galactosa, y es un componente de las paredes celulares de varias
especies de algas rojas que suelen cosecharse en el este de Asia y California. Disuelto en
agua hirviendo y se enfría, el agar de laboratorio parece gelatina.
Aunque el uso de agar es un medio de cultivo para los microorganismos diversos, en
particular para las bacterias, se desconocen otros usos, en alguna época fué espesante para
sopas y salsas, en jaleas y helados, en los cosméticos, las bebidas aclarar, y para el
dimensionamiento telas.
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Uno podría preguntarse por qué el agar, en contraposición a la gelatina regular, se utiliza
para el cultivo de bacterias. La respuesta es el agar, a diferencia de la gelatina, no se
degrada por las bacterias. Además, el agar es más firme y más fuerte que la gelatina.
El agar es un gel a temperatura ambiente, permaneciendo firme en la temperatura de hasta
65 ° C. El agar se derrite a unos 85 ° C, una tempe ratura diferente de aquella en que se
solidifica, 32 a 40 ° C. Esta propiedad se conoce c omo histéresis.
El agar se utiliza típicamente en una concentración final de 2.1% para solidificar medios de
cultivo. Cantidades más pequeñas (0,05-0,5%) se utilizan en los medios de comunicación
para los estudios de la motilidad (0,5% w / v) y para el crecimiento de anaerobios (0,1%) y
microaerófilos.
Especificaciones para el agar bacteriológico incluyen buena claridad, temperatura de
gelificación controlada, temperatura de fusión controlada, buenas características de la
difusión, la ausencia de inhibidores de las bacterias tóxicas y la ausencia relativa de
minerales y compuestos metabólicamente útiles. Difco & BBL Manual (2008).
Tabla 1. Tipos comunes de Agar
Tipo de Agar

Breve Descripción

Agar sangre

Contiene células de sangre de un animal (por ejemplo, una oveja), la
mayoría de las bacterias crecen en este medio.

Agar chocolate

Se compone de sangre de oveja que ofrece los factores necesarios
para el crecimiento de Haemophilus, este es un medio de cultivo que
se utiliza en organismos exigentes como Haemophilus y Neisseria.
Agar chocolate, no revela datos de hemólisis, por lo que la
diferenciación de especies entre los miembros de Haemophilus se
debe realizar de otra manera.

LB (Luria Bertani) Agar

Un subtipo de agar nutritivo, este es el medio general para estudios
de microbiología y puede ser utilizado para el cultivo de
microorganismos de rutina no muy exigente. Además, no crecen
preferentemente un tipo de bacterias sobre otro.

MacConkey Agar

Este es una de agar en el que sólo las bacterias Gram-negativas
pueden crecer.

Agar LB Miller

Esta variación común de agar LB parece tener los mismos
componentes que LB, sólo en proporciones diferentes.

Neomicina Agar

Contiene el antibiótico neomicina, que se encuentran en muchos
medicamentos, tales como cremas, pomadas y gotas para los
ojos. Neomicina para el crecimiento de los bacilos-gram negativos y
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Staphylcocco, permitiendo que las especies Streptococcus para
crecer en abundancia.
Agar nutritivo

Crecerá el mayor número de diferentes tipos de microbios - hongos y
bacterias. Sin embargo, no todas las bacterias pueden crecer en
ellos. El nutriente de todo esto es caldo de carne, y algunos extractos
de levadura.

Agar Sabouraud

Se utiliza para los hongos y tiene un pH bajo que matar a la mayoría
de las bacterias. Contiene gentamicina, que es un antibiótico
aminoglucósido. La gentamicina también puede tratar diferentes tipos
de infecciones bacterianas, especialmente la infección por Gramnegativos.

Agar de Thayer-Martin

Agar chocolate diseñados para aislar Neisseria gonorrhoeae ,
también conocido como "gonococo", que es una especie de bacteria
Gram-negativa responsable de la gonorrea.

Agar tripticasa de soja

Un medio básico que se utiliza para el cultivo de muchos tipos de
microorganismos. Agar tripticasa de soja se utiliza principalmente
como un medio de crecimiento inicial en el sentido de: observar la
morfología de la colonia, el desarrollo de un cultivo puro, lograr un
crecimiento suficiente para las pruebas bioquímicas adicionales, y el
almacenamiento del cultivo.

Agar XLD

Agar xilosa lisina desoxicolato. Se utiliza para el cultivo de muestras
de heces, y contiene dos indicadores. Está formulado para inhibir
bacterias Gram-positivas, mientras que el crecimiento de los bacilos
Gram-negativos se anima. Las colonias de fermentadores de la
lactosa presentan un color amarillo.
Tomado de: Difco & BBL Manual (2008).

El modelo fue tomado de un antibiograma. El antibiograma tiene como objetivo evaluar en el
laboratorio la respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, traduciendo,
en una primera aproximación, su resultado como factor predictivo de la eficacia clínica. Las
primeras pruebas de sensibilidad que se realizaron estaban ligadas al propio descubrimiento
de los antimicrobianos y a la constatación de la antibiosis que ejercían diferentes hongos
sobre las bacterias. (Poupard, 1994)
Los discos se dispensan sobre la superficie del agar. Cada disco debe ser presionado para
asegurar contacto pleno con la superficie del agar. Ya sea que el disco se ponga
individualmente o con un dispensador, deben ser distribuidos en forma constante y no debe
quedar a menos de 24 mm de distancia entre centros. No más de 12 discos se deben poner
por placa de 150 mm o no más de 5 en placas de 100 mm. Debido a que algunas drogas
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difunden casi instantáneamente, un disco no debe ser relocalizado una vez que haya tomado
contacto con la superficie del agar. (Kolleman, 2002).

Figura 1 Modelo de Antibiograma

Tomado de: http://www.juntadeandalucia.es/averroes/~29701428/salud/practi/microbi3.htm

Para los controles positivos se escogieron discos de enrofloxacina ENR 5mcg.
3.3 Enrofloxacina
Es un quimioterapéutico, antibacteriano.de uso exclusivo en veterinaria. La Enrofloxacina es
una Fluoroquinolona (Quinolona) derivada del ácido quinolin-carboxilico, su formula química
es: C19 H22 FN3 O3.Es estable a cambios de temperatura e influencias hidrolíticas. Ligera
sensibilidad a exposiciones prolongadas e intensas de luz, sin embargo no se afecta su
actividad. El aspecto físico del polvo es cristalino ligeramente amarillento, inodoro de sabor
ligeramente amargo.
Las quinolonas son antibióticos conocidos desde los año 60 y desde entonces se ha
investigado y sintetizado un gran número buscando aumentar el espectro de acción e
incrementar su actividad. Las quinolonas están formada por una familia de antibióticos, en el
la cual la Enrofloxacina pertenece a la tercera generación. La primera generación tenía
actividad sólo contra infecciones urinarias, gastrointestinales y bacterias aerobias
gramnegativas, la segunda y tercera generación se han convertido en un importante
instrumento contra un mayor número de infecciones. La Enrofloxacina se obtiene por síntesis
total es decir químicamente, se distingue de sus predecesoras por los átomos de flúor que se
le han agregado, con lo cual aumenta su actividad, tiene una buena biodisponibilidad y muy
buena penetración en los tejidos de la célula bacteriana.
La actividad de la Enrofloxacina es bactericida, consiste en el sacrificio o privación de la DNA
girasa, enzima vital para la replicación del material genético bacteriano, es decir que actúa
sobre los ácidos nucleicos así bloquea múltiples funciones celulares, muchas de ellas vitales.
Tienen una utilidad clínica muy extensa, lo que se basa en su efecto bactericida, por su
buena absorción por vía digestiva, amplia distribución en los tejidos, prolongada vida media,
prolongado efecto postantibiótico, de lo que resultan planes terapéuticos eficaces y
cómodos.
Su uso debe restringirse y no indicarlas en forma indiscriminada, para evitar la creciente
resistencia de los microorganismos, lo que lleva a una pérdida de su utilidad clínica.
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Este amplio espectro de actividad permite el tratamiento y uso en una variedad de
infecciones dérmicas, respiratorias, urinarias e intestinales, producidas por gérmenes Gram
Positivos y Gram Negativos y Micoplasmatacae (Floxal, 2010).
Las cajas se posicionaban en forma invertida dentro de campanas de anaerobiosis junto a un
sobre catalizador ANAEROGEN e incubadas a 37oC por 48 horas

Figura 2 sobre catalizador ANAEROGEN

Tomado de: SCIENTIFIC DEVICE LABORATORY (2008)
El Sistema de Generación de Atmósfera anaerobio. AnaeroGenT habilita el oxígeno para ser
consumido con seguridad sin las substancias nocivas, ningún derivado de hidrógeno y
ninguna acumulación peligrosa a presión en el frasco. Este único sistema reduce tiempo de
la preparación a un mínimo. La última atmósfera es menos de 1% oxígeno, complementada
con anhídrido carbónico - ideal para el crecimiento óptimo de anaerobios. Diez (10) sobres
por caja. Las Tiras de prueba indicadora de anaerogent verifican que el frasco, una vez
activado por AnaeroGenT es verdaderamente anaerobio. La prueba de la reducción de azul
de metileno convierte la tira de color blanco en las condiciones anaerobias. Empaquetado en
una caja de 100 tiras.

3.4 Tipos de hemólisis encontrados
En la figura 3 se observan estos tipos de hemólisis:
Alfa hemólisis (hemolisis incompleta) se presenta una zona de glóbulos rojos parcialmente
lisados que rodean a la colonia, acompañada por un color verde tenue, con tendencia a dar
un color café con decoloración de la placa, alrededor de la superficie de las colonias, es
debida al desdoblamiento parcial de la hemoglobina y produce una zona verde pardusca
alrededor de la colonia.
Beta hemólisis (hemolisis completa) da una zona totalmente decolorada alrededor de la
colonia que indica hemólisis de los glóbulos rojos, el cual es mejor vista en las placas con la
técnica de profundidad, las colonias tienen la forma de aguja, se destruyen por completo los
eritrocitos y se caracteriza por una zona hemolítica clara (Ortigoza, 2006)
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Figura 3 tipos de hemólisis observados

Tomado de: American Society For Microbiology (2006)
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4

METODOLOGIA

4.1 LOCALIZACIÓN
Los enfrentamientos fueron realizados en el laboratorio de bacterias anaerobias, del bloque
de salud animal en las instalaciones de CORPOICA – Ceisa. Avenida El Dorado No. 42 - 42
Bogotá D.C.
4.2

Población y muestra.

Tabla 2. Bacterias escogidas a enfrentar
Bacteria
1. Clostridium sordellii (hueso)
2. Clostridium sordellii (O)

Origen
Mariquita
Corral

3. Clostridium sordellii

U. Bosque

4. Clostridium sordellii (P3AM1)

Mariquita

5. Clostridium butiricum (P2O3A)

Ubaté

6. Clostridium botulinum (P2O3B)

Ubaté

7. Clostridium limosum (P8)

Puerto López

8. Clostridium limosum (P3AM4)

Mariquita

9. Clostridium bifermentans

U. Bosque

10. Clostridium hastiforme (P5)

Ubaté

11. Clostridium botulinum (Cepa 13)

Ubaté

12. Clostridium tertium (P3AM3)

Ubaté

13. Clostridium glicolicum (P3AM3)

Ubaté

14. Clostridium glicolicum (P6)

Puerto López

15. Clostridium limosum (N)

Puerto López

Tomado de Ortiz (2008)
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Tabla 3. Mapa general de la lista de enfrentamientos
I. Clostridium sordellii (Hueso)
Vs.
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
II. Clostridium sordellii (O)
Vs. 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
III. Clostridium sordellii (U. Bosque) Vs. 1 2
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
IV. Clostridium sordellii (P3AM1)
Vs. 1 2 3
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
V. Clostridium butiricum (P2O3A)
Vs. 1 2 3 4
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
VI. Clostridium botulinum (P2O3B)
Vs. 1 2 3 4 5
7 8 9 10 11 12 13 14 15
VII. Clostridium limosum (P8)
Vs. 1 2 3 4 5 6
8 9 10 11 12 13 14 15
VIII. Clostridium limosum (P3AM4)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7
9 10 11 12 13 14 15
IX. Clostridium bifermentans (U. B)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8
10 11 12 13 14 15
X. Clostridium hastiforme (P5)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
11 12 13 14 15
XI. Clostridium botulinum (cepa 13) Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
12 13 14 15
XII. Clostridium tertium (P3AM3)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
13 14 15
XIII. Clostridium glicolicum (P3AM3) Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14 15
XIV. Clostridium glicolicum (P6)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
15
XV. Clostridium limosum (N)
Vs. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tomado de: Novoa (2008). Nota: El cultivo se representa con números romanos y las toxinas
se representan con números arábigos.

4.3

Métodos y procedimientos

Las muestras de suelo sufrieron un proceso de deshidratación durante seis semanas, luego
de esto se tomaba un gramo de cada muestra y era diluida en solución salina, esta se
calentaba por 10 min. a 60oC y se sembraba en tubos con medio TTC (thioglicolato trozos de
carne) que también llevaban limadura de hierro (previamente pre reducidos, es decir, el tubo
de ensayo se ponía a hervir por 10 min. para liberar O2), finalmente se dejaban en
incubación por 72 horas en estufa a 37oC guardados en campana de vidrio o cámara plástica
de anaerobiosis con un catalizador comercial (anaerogen®) el cual garantiza el consumo de
O2 y un optimo medio anaerobio para su crecimiento, finalizado este plazo se procedía a
sembrar unas gotas de este TTC en agar sangre y se realizaba el mismo proceso de
anaerobiosis por 48 horas en la estufa hasta completar su crecimiento.
A continuación describiré el método de preparación del caldo thioglicolato trozos de carne
(TTC) 1Lt, según lo plasma Ortiz (2008) en sus protocolos de laboratorio:

4.3.1 Preparación caldo TTC
Materiales: 37 gr de Tioglicolato Trozos de Carne (TTC), 0.01g/tubo de limadura de hierro,
1Lt de agua destilada
En un Erlenmeyer se mezcla el medio Tioglicolato con el agua destilada, se homogeniza y se
pone a hervir. Cuando el medio haya hervido colocar 5ml/tubo, los cuales deben contener
0.01 g de limadura de hierro. Posteriormente, auto clavar a una temperatura de 121oC por 15
minutos, y llevar a prueba de esterilidad en incubadora a 35oC por 24 horas. Una vez
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crecidas las cepas en este agar se observaba la forma de colonias, la presencia o no de
hemólisis, tipo de hemólisis y formación de velo, se escogía una colonia y por aspirado con
pipeta Pasteur se llevaba a caldo BHI (infusión cerebro corazón) y se dejaba crecer en
condiciones optimas de temperatura y anaerobiosis, el crecimiento se determinaba por la
turbidez del medio de allí se volvía a sembrar en agar sangre y agar perfringes con el fin de
obtener colonias puras y otra parte de este caldo era congelada en viales a menos 70oC.
De nuevo haré referencia a Ortiz (2008) y su protocolo de preparación de caldo brain heart
infution (BHI) 500ml.

4.3.2 Preparación caldo BHI
Materiales: 18.5 gr de medio BHI, 500 ml de agua ultrapura, 50 tubos tapa rosca.
Procedimiento: Medir 500 ml de agua ultrapura en una probeta, en un Erlenmeyer disolver el
medio BHI en el agua ultrapura, auto clavar 15 minutos a 121oC, servir 10 ml en tubos tapa
rosca estériles en cabina de flujo laminar, colocarlos en gradillas y llevarlos a prueba de
esterilidad, a 37oC por 24 horas.
Completado el crecimiento se realizaban una serie de pruebas bioquímicas tales como
catalasa, indol, urea, lecitinasa y lipasa, que requerían una incubación de 24 horas, 48 horas
y 7 días respectivamente, cada una da un resultado positivo o negativo especifico para cada
Clostridium y de esta forma se reducía la lista de posibles clostridios presentes en el suelo
procesado y se iban descartando otros, todos los medios eran guardados en algo
denominado “banco de clostridios” con unas condiciones que garantizaran que la cepa se
preservara por unos días sin necesidad de congelar.
Al tener todas las lecturas y una vez completado este tiempo se tomaba el agar sangre
original y se le realizaba una prueba con un kit de identificación de anaerobios denominado
BBL CRYSTAL® (BD – Diagnostic Systems, 2010) el cual al cabo de 6 horas de incubación
nos daba la lectura por medio de unos números correspondientes a colores leídos con luz uv
y luz blanca, estos números se ingresaban a un software junto con los datos de las pruebas
bioquímicas y el sistema identificaba el Clostridium correspondiente, todo este proceso
llevaba un tiempo de 15 a 20 días.
Una vez aislada e identificada la bacteria se procedía a su congelación con glicerol y se
almacenaban en viales dentro de un ultracongelador a -70oC rotuladas respectivamente, se
escogieron 15 de estas bacterias, algunas se repetían pero eran tenían distinto origen.
Cada caja de petri contenía agar sangre donde se sembraron con hisopos estériles de forma
masiva las 15 cepas seleccionadas, en la figura 4 se observa la distribución de los discos: 3
correspondían a toxinas y de manera opuesta (en la parte inferior) se ubicaban sus
duplicados; en los extremos sobre una línea horizontal media se ubicaban también por
duplicado los controles negativos, papel filtro impregnado de PBS (buffer fosfato salino)
estéril; y finalmente en el centro un sensidisco de enrofloxacina (ENR 5mcg) que
corresponde al control positivo.
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4.3.3 Preparación 500ml. de agar sangre
(Agar 2.5% y Sangre 10%)
Materiales: 15 gr de agar Tripticasa soya, 2.5 gr de extracto de levadura, 500ml de agua
ultrapura, 180 µl de vitamina k, 50 ml de sangre de cordero, 40 ml de glucosa al 20%
En un Erlenmeyer con los 450 ml de agua ultrapura, adicione la cantidad mencionada
anteriormente de agar tripticasa soya y extracto de levadura. Deje homogenizar la mezcla y
luego proceda a auto clavar el medio a una temperatura de 121oC durante 15 minutos.
Una vez auto clavado el medio, dejarlo en reposo hasta que llegue a una temperatura
aproximada de 50oC, entonces e
en
n la cabina de flujo laminar adicione la vitamina K, la
solución de glucosa, la sangre, homogenice muy bien y sirva de 20 a 25 ml, en las cajas de
petri, de vidrio o desechables y déjelas enfriar destapadas en la cabina por
aproximadamente 10 minutos, post
posteriormente
eriormente colóquelas en un bandeja y llévelas a prueba
de esterilidad, a 37oC por 24 horas.
El agar sangre, con estas características se usa para observar si la cepa sembrada, presenta
el fenómeno de swarming (al sembrar en una sola línea, la bacteria se mueve y produce un
velo que ocupa ¾ o más de la caja de petri). (Ortiz, 2008)
Figura 4 Mapa de distribución de los discos en el agar

Tomado de: Ortiz (2008)

Posterior a la siembra y el posicionamiento de los discos impregnados con toxina se llevaron
a incubación a 37oC por 48 horas, al completar este tiempo se midieron los halos de
inhibición de crecimiento y de hemólisis.
Una vez completadas 48 horas post si
siembra
embra se destapaban las cajas en una cabina de flujo
laminar y se recolectaban los datos observados, los halos fueron medidos con un calibrador
y en su caja duplicada se confirmaba la medida con un acetato medidor.
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Figura 5 Cabina de flujo laminar

Tomado de: Ortiz (2008)

Figura 6 Métodos de medición de halos

Tomado de: Ortiz (2008)

Se midieron los halos de inhibición de crecimiento y de alfa o beta hemolisis presentes en
cada caja
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4.4

Diseño estadístico

El análisis estadístico se realizó por medio del Test de Kruskal-Wallis con el programa Epi
Info TM versión 3.5.2 (de William Kruskal y W. Allen Wallis) es un método no paramétrico para
probar si un grupo de datos proviene de la misma población. Intuitivamente, es idéntico al
ANOVA con los datos reemplazados por categorías, se emplea cuando se requieren
comparar tres o más poblaciones. (Gonzalez, 2011)
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5

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

A continuación se observan los resultados de los enfrentamientos, en el eje Y (vertical) se
encuentran los valores numéricos en mm alcanzados por los halos de inhibición y de
hemólisis, en el eje X (horizontal) las toxinas a las cuales se enfrentaron
Figura 7 Cultivo Clostridium sordellii (hueso)
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Tomado de: Novoa (2008).
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Figura 8 Cultivo Clostridium sordellii (O)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 9 Cultivo Clostridium sordellii (U. Bosque)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 10 Cultivo Clostridium sordellii (P3AM1)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 11 Cultivo Clostridium butiricum (P2O3A)

Tomado de: Novoa (2008)

C. sordellii (hueso)
C. sordellii (O)
C. sordellii (bosque)
C. sordellii (P3AM1)
C. botulinum (P2O3B)
C. limosum (P8)
C. limosum (P3AM4)
C. bifermentans (bosque)
C. hastiforme (P5)
C botulinum (cepa 13)
C. tertium (P3AM3)
C. glicolicum (P3AM3)
C. glicolicum (P6)
C. limosum (N)

19

30

25

20

HALO DE INHIBICION mm

HALO DE HEMOLISIS mm

C+

C - PBS

Figura 12 Cultivo Clostridium botulinum (P2O3B)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 13 Cultivo Clostridium limosum (P8)
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Figura 14 Cultivo Clostridium limosum (P3AM4)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 15 Cultivo Clostridium bifermentans (U. Bosque)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 16 Cultivo Clostridium hastiforme (P5)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 17 Cultivo Clostridium botulinum (cepa 13)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 18 Cultivo Clostridium tertium (P3AM3)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 19 Cultivo Clostridium glicolicum (P3AM3)
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Figura 20 Cultivo Clostridium glicolicum (P6)

Tomado de: Novoa (2008)
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Figura 21 Cultivo Clostridium limosum (N)

Tomado de: Novoa (2008)
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Clostridium sordellii (O) de corral no arrojó resultados pues fue la única toxina que no inhibió
a ningún cultivo bacteriano, esto se evidencia en las figuras 6, 8 – 20, y en la tabla 4.
Tabla 4. Resultados estadísticos

Toxina

Origen

Valor p

Mariquita

Valor p= 0,1564

Corral

No inhibió

3. Clostridium sordellii

U. Bosque

Valor p= 0,3879

4. Clostridium sordellii (P3AM1)

Mariquita

Valor p= 0,6944

5. Clostridium butiricum (P2O3A)

Ubaté

Valor p= 0,1870

6. Clostridium botulinum (P2O3B)

Ubaté

Valor p= 0,0210

Puerto López

Valor p= 0,3413

8. Clostridium limosum (P3AM4)

Mariquita

Valor p= 0,8841

9. Clostridium bifermentans

U. Bosque

Valor p= 0 0012

10. Clostridium hastiforme (P5)

Ubaté

Valor p= 0,0672

11. Clostridium botulinum (Cepa 13)

Ubaté

Valor p= 0,3897

12. Clostridium tertium (P3AM3)

Ubaté

Valor p= 0,4556

13. Clostridium glicolicum (P3AM3)

Ubaté

Valor p= 0,3688

14. Clostridium glicolicum (P6)

Puerto López

Valor p= 0,3940

15. Clostridium limosum (N)

Puerto López

Valor p= 0,9010

1. Clostridium sordellii (hueso)
2. Clostridium sordellii (O)

7. Clostridium limosum (P8)

Tomado de: Novoa (2008)
Las toxinas correspondientes a Clostridium botulinum (P2O3B) de Ubaté y Clostridium
bifermentans de la Universidad El Bosque tuvieron una alta significancia en su variable
respuesta (Inhibición de crecimiento bacteriano), variable cuantitativa, contra la hemólisis,
variable cualitativa; la cual fue determinada por el valor de probabilidad P.
Las toxinas obtenidas a partir del sobrenadante de las bacterias Clostridium botulinum
(P2O3B) y Clostridium bifermentans U. Bosque muestran una alta significancia entre la
inhibición de crecimiento y la hemólisis presente en los cultivos a los que se enfrentó, pese a
que sus halos no son los de mayor tamaño.
El cultivo Clostridium glicolicum (P6) no fue inhibido por ninguna toxina como se observa en
la figura 20.

26
A continuación en la tabla 5 se observan los promedios de inhibición en mm por cada disco
impregnado con toxina.

Tabla 5. Promedio en mm de halos (inhibición y hemólisis) y tipos de hemólisis
Toxina

1. Clostridium sordellii (hueso)
2. Clostridium sordellii (O)

Origen

Mariquita

Promedio Promedio Tipo de
de
de
hemólisis
inhibición hemólisis
mm
mm
14.67
12
Beta

Corral

0

8.67

Beta

3. Clostridium sordellii

U. Bosque

8.50

11

Beta

4. Clostridium sordellii (P3AM1)

Mariquita

13.67

12.40

Beta

5. Clostridium butiricum (P2O3A)

Ubaté

11.33

13

*Alfa/Beta

6. Clostridium botulinum (P2O3B)

Ubaté

11

10.86

Beta

Puerto López

12.50

11.60

Beta

8. Clostridium limosum (P3AM4)

Mariquita

10

11.25

Beta

9. Clostridium bifermentans

U. Bosque

9

9.83

**Alfa/Beta

10. Clostridium hastiforme (P5)

Ubaté

13

11.67

Beta

11. Clostridium botulinum (Cepa 13)

Ubaté

12.63

11

Beta

12. Clostridium tertium (P3AM3)

Ubaté

14

11.33

Beta

13. Clostridium glicolicum (P3AM3)

Ubaté

13

16.50

Beta

14. Clostridium glicolicum (P6)

Puerto López

10.67

12.10

Beta

15. Clostridium limosum (N)

Puerto López

13

11.50

Beta

7. Clostridium limosum (P8)

Tomado de: Novoa (2008). Nota. Las dos alfa hemólisis presentadas se observaron en los
cultivos bacterianos *Clostridium limosum (P8) y ** Clostridium limosum (P3AM4)

27

6

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Todas las toxinas a excepción de Clostridium sordellii (O), presentaron un efecto de
inhibición de crecimiento, es decir un efecto antibiótico, como bien se mencionó el modelo se
basa en la difusión en placa de los sensidiscos, es decir en el antibiograma; las toxinas de
las bacterias no actúan en sinergia, por el contrario como quedo demostrado aquí, compiten
por el medio y pueden inhibir inclusive a bacterias del mismo género.
Las toxinas obtenidas de Clostridium butiricum (P2O3A) y Clostridium bifermentans U.
Bosque generaron una alfa hemólisis sobre los cultivos de Clostridium limosum (P8) y
Clostridium limosum (P3AM4) respectivamente, allí hubo un desdoblamiento parcial de la
hemoglobina; en los otros enfrentamientos dónde se presento hemólisis fue del tipo beta o
hemolisis completa, mostrando un halo traslucido alrededor del disco impregnado con toxina.
Pese a no tener la cantidad exacta en microgramos o la concentración de toxina absorbida
por cada disco de papel filtro, es evidente que hay un efecto directo sobre el cultivo de
inhibición de crecimiento bacteriano y otro sobre el agar sangre de alfa o beta hemólisis.
Los cultivos Clostridium sordellii (hueso), Clostridium glicolicum (P6) y Clostridium limosum
(N) fueron los más sensibles a la actividad de la enrofloxacina (ENR 5mcg), como se observa
en las figuras 7, 20 y 21; los halos de los respectivos controles positivos superaban los
30mm de diámetro comparados con los doce cultivos restantes, cuyos halos se encontraban
entre 10 y 28 mm. No hay similitud entra las inhibiciones de estos de estos tres cultivos por
parte de las toxinas.
Se podría realizar una medición más homogénea, escogiendo dentro del banco de
aislamientos existentes un grupo con aproximaciones en cuanto a resistencia o sensibilidad
frente al sensidisco utilizado como control positivo, de esta forma los enfrentamientos con las
toxinas arrojarían unos resultados rígidos y no tan amplios en cuanto a formación de halos
entre cultivo y cultivo.
El modelo de distribución de los discos en la caja de petri fue óptimo, no hubo cruces entre
halos y se aprovecho al máximo el agar, se recomienda continuar con el mismo para futuros
estudios similares.
Estos resultados dan pie a investigaciones futuras, aprovechar esas acciones o efectos
patógenos de estos anaerobios y utilizarlos para beneficio de la medicina, de la medicina
veterinaria y de la industria.
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